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ELISA: enzyme-linked immunoassay 
ESR: electron spin resonance 
HPdLF: normal human periodontal ligament fibroblasts 
HPLC: high performance liquid chromatography 
IL: interleukin 
iNOS: inducible nitric oxide synthase 
KGF: keratinocyte growth factor 
MAP: mitogen-activated protein 
MMP: matrix metalloproteinase 
MPO: myeloperoxidase 
NF-κB: nuclear factor-kappa B 
QOL: quality of life 
RJ: royal jelly 
RT-PCR: reverse transcription-polymerase chain reaction 
TGF: transforming growth factor 
TNF-α: tumor necrosis factor 






















































































2-1 Ginsenoside Rb1の抽出 
Ginsenoside Rb1は Shibataらの方法を用いて抽出した[17]。簡潔に述べると、
Panax ginseng C.A. Meyerのサポニン分画をシリカゲルカラムを用いてクロロ
ホルム、メタノール、水をそれぞれ 65:35:10 (V/V)となるように調製した溶媒に




















Ginsenoside Rb1 (10-12, 10-9, 10-6, 10-4 g) を 1 gのアルギン酸ナトリウムおよ





ルムは 10 mm径、１枚当たり約 15 mgとなるように形成した。 
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 2-5 In vitroにおけるフィルムからの ginsenoside Rb1の溶出 
In vitroにおける ginsenoside Rb1の溶出はアルギン酸ナトリウム層を用いて、
Arakawaらの報告に準じて確認した[18]。10-2 g/g の ginsenoside Rb1フィル
ムを容積 30 mLのガラスビーカー内壁に貼付し、37℃、20 mLの蒸留水内で
50 rpm の速度で撹拌しながら経時的（1, 5, 10, 15, 30, 60, 120, 180および 240




分析カラムは YMC-Pack Pro C18（粒径 5 μm, 4.6 mmφ×150 mm）を用い
た。 
移動相は水：アセトニトリル（70：30，v/v）、測定波長は 203 nm、カラム温
度は 40℃、流速は 1.0 mL/minの条件で行った。 
 
2-6 5-FU誘発口内炎モデルの作製と ginsenoside Rb1含有フィルムの適用 
ハムスターを用いた5-FU誘発口内炎モデルはSonisらの方法に準じて作製し













Fig. 1. 5-FU induced experimental oral mucositis in a syrian hamster. 
 
2-7 口内炎の肉眼的所見 
G-Rb1フィルム（10-6および 10-4 g/g film）の作用を評価した実験では、Day 
8 に頬袋を採取しスコアリングを行った。スコアリングは Limaらと Leitaoら
の方法に準じて行った[20,21]。肉眼的所見は紅斑、充血、出血、潰瘍、膿の有
無により 0-3の 4段階に分類した。 
0:充血や紅斑はなく、正常。 
1:中等度の紅斑、充血を伴うが出血や潰瘍の形成はない。 
Day of trial 0 1 2 3-end of trial
5-FU injection + - + -
Scratching - + + -



























Day 8に採取した頬袋の重量を測定し、50 mMリン酸カリウム緩衝液（pH 6.0）




条件で遠心した。50 mMリン酸カリウム緩衝液（pH 6.0）に o-dianisidine 
dihydrochloride を終濃度 0.167 mg/mlとなるように、過酸化水素を終濃度







元配置分散分析（one-way ANOVA : one-way analysis of variance）または二元
配置分散分析（two-way ANOVA : two-way analysis of variance）後、多重比較
検定は Dunnet’s test により統計処理を行った。中央値の比較には





3-1 In vitroにおけるフィルムからの ginsenoside Rb1の溶出 
Fig. 2にG-Rb1フィルムからの ginsenoside Rb1の溶出プロファイルを示す。





 Fig. 2 Release profile of ginsenoside Rb1 from the oral mucosal adhesive 
film.  
Each point represents the mean ± S.D. (n=3). 
 
3-2 肉眼的所見に及ぼす ginsenoside Rb1含有口腔内貼付フィルムの影響 
Fig. 3に 5-FU誘発口内炎面積に及ぼす G-Rb1フィルム（10-12, 10-9および
10-6 g/g film）の効果を示す。5-FUの投与とワイヤーブラシでの擦過により 3
日目に口内炎が発症した。その後、経日的に口内炎面積は縮小した。フィルム
基剤のみの群と G-Rb1フィルム（10-12および 10-9 g/g film）群では Control群
と差はみられなかったが、10-6 g/g filmの群では経日的変化、AUCともに
Controlおよび基剤群に比べて有意に（P < 0.05）口内炎面積は縮小した。 
Fig. 4にさらに高濃度の G-Rb1フィルム（10-6および 10-4 g/g film）での検討
結果を示す。G-Rb1フィルムは 10-6、10-4 g/g filmいずれの濃度でも Control
および基剤群に比べて有意に（P < 0.05）かつ用量依存的に口内炎面積を縮小し






















Fig. 3. Effect of topical application of G-Rb1 films on 5-FU-induced oral 
mucositis in hamsters. 
Each point represents the mean ± S.E.M. of eight hamsters per group. The 
bar chart represents the AUC between days 3 and 16 for each group. *P < 
0.05, significantly different from the control value, # P < 0.05, significantly 
different from the non-G-Rb1 film value (two-way or one-way ANOVA, 







































Rb1 10-12 g/g film
Rb1 10-9 g/g film









Fig. 4. Effect of topical application of G-Rb1 films on 5-FU-induced oral 
mucositis in hamsters. 
Each point represents the mean ± S.E.M. of eight hamsters per group. The 
bar chart represents the AUC between days 3 and 8 for each group. *P < 0.05, 
**P < 0.01, significantly different from the control value, # P < 0.05, ## P < 
0.01, significantly different from the non-G-Rb1 film value (two-way or 
one-way ANOVA, followed by Dunnett’s test). 
 
Table 2. Macroscopic and microscopic analysis of hamster cheek pouch 
submitted to experimental oral mucositis and treated with G-Rb1 film. 
 
Data represents the median value (and range) of macroscopic or 
microscopic scores in eight or four animals per group. aP < 0.05, significantly 
different from the control value, bP < 0.05, significantly different from the 
non-G-Rb1 film value (Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests). 
 





















Rb1 10-6 g/g film


































Macroscopic analysis 0 (0-0) 2 (1-3) 2 (1-3) 1 (0-2) 1 (0-2)
Microscopic analysis 0 (0-0) 3 (2-3) 2 (1-3) 1.5 (1-2) 1 (1-2)
5-FU






織が正常にみられた（Fig. 5Aおよび Table 2）。5-FUにより口内炎を発症する
と Day8において好中球を中心とする炎症性細胞の浸潤や進展した潰瘍の形成
が認められた（Fig. 5Bおよび Table 2）。Ginsenoside Rb1を含有しないフィル
ム基剤のみでは炎症性細胞の浸潤や潰瘍の形成は改善が認められなかった（Fig. 
5Cおよび Table 2）。G-Rb1フィルム（10-4 g/g film）を使用した個体では炎症
性細胞の浸潤や潰瘍の形成および膿の改善が認められ、さらに粘膜上皮の再生
（矢印部）が確認された（Fig. 5Dおよび Table 2）。 
 
Fig. 5. Histopathological aspects of hamster cheek pouches 
(A) intact healthy mucosa; (B) oral mucositis induced by 5-FU injection; 
(C) oral mucositis induced by 5-FU, treatment with non-G-Rb1 films; (D) oral 
mucositis induced by 5-FU, treatment with G-Rb1 films (10–4 g/g film). 
Samples were removed and processed for H&E staining (× 400 











（10-6および 10-4 g/g film）群においては Control群およびフィルム基剤群と比
較して用量依存的にMPO活性が減少した（それぞれP < 0.05およびP < 0.01）。 
 
Fig. 6. Effect of topical application of G-Rb1 films on MPO activity in the 
cheek pouch of hamsters subjected to oral mucositis. 
Data represents the mean ± S.E.M. of eight hamsters per group. *P < 0.05, 
**P < 0.01, significantly different from the control value, # P < 0.05, ## P < 
0.01, significantly different from the non-G-Rb1 film value (Student’s t test, 
























Intact Control Film 10-6 10-4






























することが報告されており、また、Kimuraらは 6種の ginsenoside（Rb1, Rb2, 
15 
 















































と 100%の濃度で用いた。プロポリスは 0.3, 1,および 3%の濃度となるように白
色ワセリンに混合した。RJは 3, 10および 30%の濃度となるように白色ワセリ
ンに混合した。濃度設定はそれぞれ基剤に混合可能な濃度を上限とした。これ





ANOVA : one-way analysis of variance）または二元配置分散分析（two-way 
ANOVA : two-way analysis of variance）後、多重比較検定は Dunnet’s test に








1, 10, 100%いずれの濃度においても口内炎治癒促進作用を示さなかった。 
 
 
Fig.7. Effect of the topical administration of honey on 5-FU-induced oral 
mucositis in hamsters.  
Each point represents the mean of ulcer area ± S.E.M. (n=8). The bar chart 













































は 0.3, 1, 3%いずれの濃度においても口内炎治癒促進作用を示さなかった。 
 
 
Fig. 8. Effect of the topical administration of propolis on 5-FU-induced oral 
mucositis in hamsters.  
Each point represents the mean of ulcer area ± S.E.M. (n=8). The bar chart 










































3-3 5-FU誘発口内炎に対する royal Jelly含有軟膏の評価 
Fig. 9に 5-FU誘発口内炎面積に及ぼす RJの影響を示す。RJは 3, 10, 30%
いずれの濃度においても有意に口内炎治癒促進作用を示した。また、AUCにお
いても RJは口内炎面積を有意に（P < 0.05および P < 0.01）縮小した。 
 
 
Fig.9. Effect of the topical administration of royal jelly on 5-FU-induced oral 
mucositis in hamsters.  
Each point represents the mean of ulcer area ± S.E.M. (n=8). The bar chart 
represents the AUC between day 3 and day 13 for each group. *P < 0.05, **P 
< 0.01, significantly different from the control value (repeated measures 



















































3-4 5-FU誘発口内炎に対する酵素分解 royal Jelly含有軟膏の評価 





Fig.10. Effect of the topical administration of protease treated royal jelly on 
5-FU-induced oral mucositis in hamsters.  
Each point represents the mean of ulcer area ± S.E.M. (n=8). The bar chart 




















































































実験動物ならびに飼育方法は第 1章 2-2と同様の方法で行った。 
 
2-2使用薬物 
ヒト正常歯周靭帯細胞（HPdLFs）は Cambrex Bio Science社製を、抗ヒト





2-3 Royal jelly含有口腔内貼付フィルム（RJフィルム）の作製 
RJを終濃度として 10%または 30%となるように 1 gのアルギン酸ナトリウム







径、１枚当たり約 15 mgとなるように形成した。 
 
2-4 In vitroにおけるフィルムからの royal jellyの溶出 
In vitroにおける RJの溶出はアルギン酸ナトリウム層を用いて、Arakawa
らの報告に準じて確認した[18]。フィルムを容積 30 mLのガラスビーカー内壁
に貼付し、37℃、20 mLの蒸留水内で 50 rpm の速度で撹拌しながら経時的（1, 




2-5 5-FU誘発口内炎モデルの作製と royal jelly含有フィルムの適用 




口内炎の肉眼的所見の観察は第 1章 2-7と同様に行った。 
 
2-7口内炎の組織学的所見 
口内炎の組織学的所見の観察は第 1章 2-8と同様に行った。 
 
2-8 MPO活性の測定 
MPO活性の測定方法は第 1章 2-9と同様に行った。 
25 
 
 2-9 RT-PCRによる炎症性サイトカインの相対定量 
ハムスターの頬袋を Day 8に採取し、QuickGene RNA Tissue kit S2（フジ
フィルム（株））を用いて RNAの抽出を行った。cDNAの合成には PrimeScript 
One Step RT-PCR kit ver. 2（タカラバイオ（株））を使用した。サーマルサイ
クラー（Applied Biosystems社）を用いて 94℃での変性を 1分間、54℃でのア
ニーリングを 1分間、72℃での伸長を 1分間、最終伸長は 72℃で 5分間行い、
増幅サイクルは 35回とした。増幅した PCR産物はアガロースゲル電気泳動を


























ゲンタマイシン、50 ng/mLのアムホテリシン Bおよび各濃度の RJを含む間質
細胞基質培養液中で培養した。上清を採取したのちに KGFレベルを ELISA法
により定量した。Nunc社の抗ヒト KGF ELISAプレートおよびマイクロプレー
トリーダー（Model 680 Microplate Reader；Bio-Rad製）を用いて 450 nmの
波長で測定を行った。 
 
2-11 Royal jellyのフリーラジカル消去能 
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)ラジカルはNagaiらの方法[52]に準じ
て測定した。0.3 mLの RJサンプルを 0.3 mLの DPPHラジカル溶液(1.0 mM)
と混合し、2.4 mLの 99%エタノールを加えた。混合液を強振し、30分間遮光





ESPRIT-425解析装置（いずれも JOEL社製）を用いた。スキャン幅は 10 mT、
波長は 9.423GHz、マイクロ波の出力は 8 mW、スイープ時間は 2分、測定は
0.1秒間隔とした。 
スーパーオキシドラジカルの検出は、RJ（0.1, 1および 10%）、
3,3,5,5-tetrametyl-1-pyrroline-N-oxide (12.5 mg/mL)、 hypoxanthine (0.5 
mM)、 dimethyl sulfoxide (DMSO, 15%)および xanthine oxidase (0.05 U/ml)




ヒドロキシラジカルの検出は、終濃度として 0.1, 1および 10%となるように
RJを 5,5-dimetyl-1-pyrroline-Noxide (0.1 M)、 hydrogen peroxide (0.1 mM) 
および iron (II) sulfate (0.1 mM) を終濃度として各濃度になるように 0.1 M 






元配置分散分析（one-way ANOVA : one-way analysis of variance）または二元
配置分散分析（two-way ANOVA : two-way analysis of variance）後、多重比較
検定は Dunnet’s test または Student’s t-testにより統計処理を行った。中央値
の比較には Kruskal-Wallisの検定とMann-Whitneyの検定を用いた。有意水
準は P < 0.05とした。 
 
3.結果 
3-1 In vitroにおけるフィルムからの royal jellyの溶出 
Fig. 11に RJフィルムからの RJの溶出プロファイルを示す。RJの溶出はお




 Fig. 11. Release profile of RJ from oral mucosal adhesive films.  
Each point represents the mean ± S.D. (n=3). 
 
 
3-2 肉眼的所見に及ぼす royal jelly含有口腔内貼付フィルムの影響 


























 Fig. 12. Effect of topical application of RJ films on 5-FU-induced oral 
mucositis in hamsters.  
Each point represents the mean ± S.E.M. of 12 hamsters per group. The 
bar chart represents the AUC between days 3 and 8 for each group. AUC was 
calculated from the summation of the ulcer area between days 3 and 8 for 
each group. *P < 0.05, significantly different from the control value, #P < 0.05, 
significantly different from the non-RJ film value (two-way or one-way 
ANOVA, followed by Dunnett’s test). 
 
 
3-3 組織学的所見に及ぼす royal jelly含有口腔内貼付フィルムの影響 
口内炎の発症していない無処置のハムスターの頬袋では粘膜上皮や粘膜下組
織が正常にみられた（Fig. 13 Aおよび Table 4）。5-FUにより口内炎を発症す
ると Day8において好中球を中心とする炎症性細胞の浸潤や進展した潰瘍の形
成が認められた（Fig. 13 Bおよび Table 4）。RJフィルム貼付群では炎症性細
胞の浸潤や潰瘍の形成および膿の改善が認められ、さらに粘膜上皮の再生（矢



















































Fig. 13. Histopathological aspects of hamster cheek pouches. 
(A) intact healthy mucosa; (B) oral mucositis induced by 5-FU injection; 
(C) oral mucositis induced by 5-FU, treatment with 10% RJ films; (D) oral 
mucositis induced by 5-FU, treatment with 30% RJ films. Samples were 
removed and processed for H&E staining (× 400 magnification) after the 
hamster was euthanized. Scale bar: 50 µm 
 
Table 4. Macroscopic and microscopic analysis of hamster cheek pouch 















Data represents the median value (and range) of macroscopic scores in 12 
or 6 animals per group. aP < 0.05, significantly different from the control 
value (Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests). 
 




Control群と比較して用量依存的にMPO活性が減少した（P < 0.05）。 
 
Fig. 14. Effect of topical application of RJ films on MPO activity in the cheek 
pouches of hamsters subjected to oral mucositis.  
Cheek pouches were removed on day 8. Data represent the mean ± S.E.M. 
of 6 hamsters per group. *P < 0.05, **P < 0.01, significantly different from 
the control value (Student’s t-test, one-way ANOVA, followed by Dunnett’s 
test). 
5-FU
























ィルム（10%および 30%）の適用により IL-1β、TNF-αともに有意に（P < 0.05）
減少した(Fig.15)。 
 
Fig. 15. Effect of RJ films on pro-inflammatory cytokine (TNF-α and IL-1β) 
mRNA expression in hamster cheek pouches.  
Cheek pouches were removed on day 8. Data represent the mean ± S.E.M. 
of 6 hamsters per group. *P < 0.05, **P < 0.01, significantly different from 




































































3-6 Royal jellyが KGF産生能に及ぼす影響 




Fig. 16. KGF secreted from HPdLFs 120 h after stimulation with RJ.  
Data represent the mean ± S.E.M. of three samples per group. 
 
 
3-7 Royal jellyのフリーラジカル消去能 
RJは DPPHラジカル、スーパーオキシドラジカルおよびヒドロキシラジカ
ルのいずれにおいても消去能を示した。特に 1%および 10%の濃度では 0.1%の







































Fig. 17. Scavenging activity of RJ upon several species of free radicals.  
The capability of RJ to scavenge free radicals was represented as a 
percentage of the control value. Data represents the mean ± S.E.M. of four 
samples per group. Data represent the mean ± S.E.M. of four samples per 
group. **P < 0.01, significantly different from 0.1% RJ (one-way ANOVA, 





















































































































(MBR-1520R-3)を使用し、電圧 150 kV、電流 20 mA、被射体までの距離 325 mm、









った。Palifermin 1 mg/kgまたは 5 mg/kgを 3日間連続で皮下投与した。
Paliferminへの交差反応性は口腔粘膜の厚さおよび Ki67免疫染色で確認した。 
次に、paliferminの投与タイミングによる口内炎軽減作用の違いを検討した。






見により 0～5の 6段階に分類した。分類の詳細を Table 5に示す。また、放射
線誘発口内炎の肉眼的所見を Fig. 18に示す。 
 






Erythema Hyperemia Erosion Ulceration Abscess
0 - - - - -
1 + + +- - -
2 ++ ++ + - -
3 ++ ++ ++ + +-
4 ++ ++ ++ ++ +
5 ++ ++ ++ ++ ++
39 
 
 Fig. 18. Macroscopic appearance of oral mucositis in the hamster cheek 
pouch induced by single-dose irradiation.  























社の rabbit polyclonal Ki67 antibodyを 500倍希釈して用い、二次抗体には Dako
社の anti-rabbit secondary antibodyを用いた。Ki67の陽性細胞数の計測は Keyence 
















Fig. 19. Time related changes in scores for radiation-induced oral mucositis. 
Data represent the mean ± S.E.M. of 6–7 hamsters per group. 
 
 
Fig. 20. Effects of single-dose irradiation on the oral mucositis score in the 
hamster cheek pouch.  
(A) Bar graph showing the percentage of days when the mucositis score was 
≥3. (B) Bar graph showing the total scores for oral mucositis between days 0 
and 36 for each dose group. Data represent the mean ± S.E.M. of 6–7 




















































Fig. 21. Changes in body weight after irradiation in hamsters. 
































Fig. 22. Effect of single irradiation on MPO activity in the cheek pouch of 
hamsters. 
Cheek pouches were removed on day 14. Data represent the mean ± S.E.M. 










40 Gyおよび 50 Gy照射群では粘膜上皮の破たんや膿も認められる。 


























Fig. 23. Histopathological sections of hamster cheek pouch irradiated with a 
range of single doses; some sections show radiation-induced oral mucositis. 
 Tissue samples were removed and processed for H&E staining (×400 
magnification) after euthanization on day 14 after irradiation. Intact healthy 
unirradiated mucosa (A). Mucosa irradiated at doses of: 20 Gy (B); 25 Gy (C); 




Fig. 24に正常ハムスターにおける palifermin投与後 8日目の粘膜組織の
H&E染色所見を示す。3回の palifermin 5 mg/kg投与により粘膜上皮細胞の増
殖が認められ、粘膜上皮は肥厚した。この粘膜の肥厚は初回投与から 14日目に
おいても維持されていた。1 mg/kgという低用量の palifermin投与では 4, 8お
よび 14日目のいずれにおいても粘膜上皮の肥厚は観察されなかった（Fig. 25）。 
4日目におけるKi67免疫染色像をFig. 26に示す。Ki陽性細胞数はpalifermin 








Fig. 24. Histopathological sections of the oral mucosa showing the effects of 
palifermin on the cheek pouch epithelium.  
(A) Control; (B) Palifermin administered at a dose of 5 mg/kg. Palifermin 
was injected subcutaneously at a dose of 5 mg/kg on days 1, 2 and 3. Samples 
were removed and processed for H&E staining (× 400 magnification) after 
euthanization on day 4. Scale bar: 50 µm. 
 
 
Fig. 25. Effects of palifermin on the thickness of cheek pouch epithelium. 
Bar graph showing epithelial thickness (µm). Samples were removed after 
euthanization on days 4, 8 and 14. The data represent the mean ± S.E.M. of 
4–5 samples per group. **P < 0.01, significantly different from the control 































 Fig. 26. Histopathological sections of the oral mucosa showing the effects of 
palifermin on the cheek pouch epithelium. 
Ki67 immunostained cross-sections of the hamster cheek pouch showing 
the effect of palifermin on the proliferative capacity of the cheek pouch. 
Cheek pouches were removed on day 4 and immunostained for Ki67 as 
described (× 400 magnification). (A) Control; (B) Palifermin administered at 
a dose of 5 mg/kg on days 1, 2 and 3. 
 
 














Bar graph showing the percentage of Ki67-positive cells in the oral mucosa 
per microscopic field. The data represent the mean ± S.E.M. of 4–5 samples 
per group. *P < 0.05, significantly different from the control value (one-way 
ANOVA, followed by Dunnett’s test). 
 
3-5 放射線誘発口内炎に対する paliferminの評価 
40 Gyの放射線照射後 1～3日目に palifermin 5 mg/kgを投与することで、非
投与群に比べ口内炎スコアの軽減を認めた。一方で、放射線照射後 9～11日目
に palifermin 5 mg/kgを投与した群ではスコア改善効果を示さなかった。累計
スコアおよび口内炎スコア 3以上の日数が観察日数に占める割合も放射線照射
1～3日目に投与した群では有意に減少が認められた（Fig. 28および 29）。 
 
Fig. 28. Time related changes in the scores for radiation-induced oral 
mucositis. 
Palifermin (5 mg/kg) was administered subcutaneously on days 1, 2 and 3 
or days 9, 10 and 11 after single-dose irradiation (40 Gy). Data represent the 
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Fig. 29. Effect of palifermin on radiation-induced oral mucositis. 
Palifermin (5 mg/kg) was administered subcutaneously on days 1, 2 and 3 
or days 9, 10 and 11 after single-dose irradiation (40 Gy). (A) Bar graph 
showing the percentage of days when animals had a mucositis score of ≥3. (B) 
Bar graph showing the total score of the oral mucositis between days 0 and 
36 for each group. Data represent the mean ± S.E.M. of 6–7 hamsters per 
group. *P < 0.05, significantly different from the control value (one-way 








































































目に Palifermin 5 mg/kgを投与することで、非投与群に比べ口内炎スコアの軽
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